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摘 要 
微生物与人类的健康生活息息相关，而病原微生物造成的致死性感染严重威
胁着人类的生活，阻碍经济和社会的发展。在病原体感染宿主的过程中，会根据
环境信号适时地表达、输出相应的毒力蛋白以适应所处环境。肠出血性大肠埃希
菌（Enterohemorrhagic Escherichia coli，EHEC）O157:H7 是引起人类疾病的重要
食源性致病菌，其在肠道中的定植感染与细菌三型分泌系统（Type 3 secretion 
system，T3SS）有着直接的联系。细菌通过感应宿主肠道微环境定植于人类肠道
上皮细胞并将其胞内表达的效应蛋白注射到宿主细胞而介导调控宿主细胞的信
号转导。然而，环境信号与 T3SS 蛋白输出机制之间的关系尚未研究清楚。 
近年研究表明，细菌内存在一类具有调控作用的非编码小 RNA（small RNA, 
sRNA）与应激反应及毒力基因表达的复杂调控网络紧密联系，这些 sRNA 在调
控转录因子和毒力基因的表达、调节外膜蛋白的合成、脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）的修饰、生物膜的形成和群体感应等方面有十分重要的作用。sRNA 能够
响应宿主肠道微环境的变化，调控细菌代谢甚至是毒力基因的表达。本文中，
sRNA MicA 将环境信号刺激与 T3SS 蛋白分泌整合在一起，高浓度的 NaCl 会诱
导 MicA 的表达，并且会减弱 T3SS 蛋白分泌水平；而 pH 的变化不会激活 MicA
的表达，但是会改变 T3SS 的蛋白分泌水平。MicA 过表达对 T3SS 蛋白分泌水平
的抑制作用可能是通过与 ler mRNA 进行碱基互补配对而实现转录后水平的调
控，也可能是通过其他靶标而介导的，如 grlR。同时，MicA、OMVs 及 T3SS 蛋
白输出三者之间可能存在一定的联系。然而，MicA 过表达在不同菌株中的调控
作用不同。本课题初步阐明了 sRNA 在 EHEC O157:H7 T3SS 调控中的重要性，
对于控制 EHEC 感染的发生有着指导意义。 
关键词 非编码小 RNA，三型分泌系统，外膜囊泡 
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Abstract 
Microorganism is closely related to human healthy life, while deadly infections 
caused by pathogenic microorganisms seriously threat to human life and handicap the 
development of economy as well as that of society. During the pathogenic infection, 
pathogens can duly express and output the virulence proteins in response to 
environmental stimulis. Enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 as model 
organism is a major food-borne pathogen that causes serious human disease. The 
colonization in intestinal infection is derectly connected with bacterial type 3 secretion 
system. Bacteria that colonize in host intestinal epithelial cells by sensing environment 
signals inject its effector proteins into host cell by T3SS and then mediated regulation 
of host cell signaling pathways. However, the relationship between the environment 
signals and mechanism of T3SS protein output has not been clarified.  
Recent researches show that a class of non-coding small RNA with regulatory role 
found in bacteria is closely linked to the complex regulatory network of stress response 
and the expression of virulence genes. These sRNAs have a significant role in the 
regulation of transcription factors and virulence genes expression, outer membrane 
protein synthesis, lipopolysaccharide modification, biofilm formation, quorum sensing, 
and so on. sRNAs can respond to changes in host intestinal microenvironment and then 
regulate the bacterial metabolism, especially expression of virulence genes. In this 
paper, MicA as a sRNA build a bridge between the environment signal stimulation and 
T3SS protein secretion. High concentration of NaCl induced the expression of MicA, 
and weakened the level of T3SS protein secretion. However, the changes in pH did not 
activate the expression of MicA and could influence the level of T3SS protein secretion. 
The inhibitory effect of MicA overexpression on T3SS protein secretion may be due to 
the complementary base pairing with ler mRNA and implement the post-transcriptional 
regulation. And the inhibitory effect may also be mediated by other targets, such as grlR. 
Moreover, there may be a connection between MicA, OMVs and T3SS protein output. 
However, the regulation of MicA in different strains was different. This topic 
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preliminarily illustrates the importance of sRNA in T3SS regulation of EHEC O157: 
H7, which has a guiding significance and provide the scientific basis for controling the 
incidence of EHEC infections. 
Keywords  non-coding small RNA, Type 3 secretion system, outer membrane vesi-
cles 
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第一章 前言 
1.1 病原微生物对人类社会的影响 
病原微生物对人类最重要的影响之一是导致传染病的流行，而传染病的发
生与细菌致病因子的表达及输出密切相关。病原微生物引起的传染病在历史上
曾经给人类造成重大灾难，从最早的麻风病和鼠疫大流行到细菌性食物中毒，
细菌感染就一直伴随着人类社会的发展而滋生、蔓延[1]。世界卫生组织公布资
料显示：传染病的发病率和病死率在所有疾病中占据第一位。微生物导致人类
疾病的历史，也就是人类与之不断斗争的历史。在疾病的预防和治疗方面，人
类取得了长足的进展，但由于新的病原性微生物不断出现，大量广谱抗生素的
滥用对病原细菌造成的强大选择性压力导致耐药性菌株的产生以及有效用药的
途径等问题，使得传统抗生素的杀菌或抑菌作用大大降低甚至完全失效。所
以，新型抗菌药物的研究和开发非常重要。 
细菌感染严重威胁着人类的健康和生活质量，细菌不仅仅能够导致人类感
染疾病，而且能够侵染其他动物和植物，给人类的经济生产以及生活的方方面
面产生了巨大的影响，使得人类和病原性微生物的较量进入了一个新的阶段。 
1.2 肠出血性大肠杆菌(Enterohemorrhagic Escherichia coli，
EHEC) 
1.2.1 EHEC O157:H7 的简介 
大肠杆菌（Escherichia coli，E. coli）是一种寄生在脊椎动物，尤其是哺乳动
物，胃肠道中的共生细菌种群，由生态型和致病型组成。致病性的 E. coli 会导致
宿主发生腹泻、泌尿道感染、甚至脑膜炎[2]。其造成腹泻的原因主要是通过食用
受污染的水或食物，或者通过接触受感染的动物、人。常见的致病性 E. coli 有：
EHEC、肠致病性大肠杆菌（Enteropathogenic Escherichia coli，EPEC）、尿道致
病性大肠杆菌（Uropathogenic Escherichia coli，UPEC）。EHEC 作为一类重要病
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原模式生物被用于志贺毒素（Shiga toxin，Stx）、细菌鞭毛（Flagellum）、三型
分泌系统（Type 3 secretion system，T3SS）、Curli 菌毛、溶血素（Haemolysin）
等相关致病因子的研究。E. coli O157:H7，属于 EHEC 的一种血清型，也即 EHEC 
O157:H7，因其能够产生 Stx，也被称为是一种产志贺毒素大肠杆菌（Shiga toxin-
producing Escherichia coli，STEC) [3]。E. coli O157:H7 和其它 STEC 一样，是引
起人类疾病的重要食源性致病菌，主要通过食物链传播，婴幼儿易受其感染。 
当感染 E. coli O157:H7 后，前期会出现腹泻、低烧等症状，继而出现急性肠
胃炎（acute gastroenteritis）、出血性腹泻（hemorrhagic diarrhea），严重的会发
展成溶血性尿毒综合征（Hemolytic Uremic Syndrome，HUS）[4]。HUS 主要表现
为溶血性贫血、血小板减少以及急性肾功能衰竭，其发生与Stx的释放紧密相关。
Stx 主要影响肾脏和中枢神经系统，因为肾脏和中枢神经系统会表达大量志贺毒
素的糖脂类受体神经酰胺三己糖苷糖鞘脂 Gb3（globotriaosylceramide，Gb3）[5]。
当 Stx 毒素被裂解的细胞释放后，Stx 与宿主肠粘膜上潘氏细胞表面的 Gb3 受体
结合，具有 N-糖苷酶活性的 Stx 通过特异性裂解 28S rRNA 上的腺嘌呤，阻止蛋
白质的合成，导致细胞死亡[6]。而细菌在宿主细胞上的定植与 T3SS 有着直接的
联系，T3SS 使细菌定植于人类肠道上皮细胞并将其胞内表达的毒素蛋白注射到
宿主细胞而介导调控宿主细胞的信号转导。 
1.2.2 EHEC O157:H7 的发病率 
通常，反刍动物是 EHEC O157:H7 的天然载体，无临床表现。一些研究者预
估 EHEC O157:H7 在农场羊群中的患病率在 0% ~ 9.3%之间[7]。EHEC O157:H7 
感染人群的发病率与羊群的密度以及羊与人的比率呈正相关。由于大多数的实验
室没有定期地报导 EHEC O157:H7，同时许多临床实验室没有对粪便中的 EHEC 
O157:H7 进行常规培养及检测，因此，其感染的准确发病率是不清楚的。EHEC
在人群中主要通过污染的食物、水等得到传播[8]。在严重的爆发中，多达 50% 被
感染的病人可能需要住院治疗。对于一些患急性出血性腹泻的病人，其病情可能
会发展成 HUS，并且他们中有 2% ~ 7%的人可能会死于这种疾病[9]。研究调查显
示，不超过 100 个细菌细胞就可导致牛和人患病。这可能是宿主受感染后高发病
率的原因。这之间有一些影响因素包括：季节（春季和夏季）、产生低水平的褪
黑素、温暖的气候、城市工业化的生活方式、降雨量、被淋湿的牲畜、高温、长
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时间的阳光照射均有利于 EHEC O157:H7 的生长繁殖。然而，与细菌对牛的感染
相比，其对人的感染发病率较低[10, 11]。 
1.2.3 EHEC O157:H7 的流行病学分布 
1982 年，美国 CDC（Centers for Disease Control，CDC）首次报道 EHEC 
O157:H7[12]。1996 年 5 月 8 日，在日本大阪的 Sakai 市出现了历史上最大的一次
肠出血性大肠杆菌O157:H7食物中毒感染的暴发流行[13]，累计受感染者近万人，
住院治疗患者达 1000 人，其中大多为 6 至 12 岁儿童，造成 7 人死亡，引起世界
范围内普遍关注和重视[14]。从地理分布格局来看，EHEC O157:H7 所造成的疾病
爆发从美国、英国到非洲、欧洲、远东地区及澳大利亚国家等都表现出一定程度
地流行性。然而，在中东国家地区很少有记载。在南美洲地区，HUS 爆发最严重
的病例主要分布在阿根廷。我国自 1987 年以来已先后在江苏、山东、北京、河
南、安徽、新疆等地发现了 EHEC 菌株及感染患者，尤以 1999 年江苏徐州爆发
的疫情最为严重，因感染性腹泻并发肾功能衰竭导致的死亡人数达 177 人[15]。我
国对此给予了足够的重视，防患于未然。通过了解 EHEC O157:H7 的毒力因子及
致病机理是预防、诊断、治疗及控制 EHEC O157:H7 感染的关键。 
1.3 T3SS的相关研究 
1.3.1 T3SS的简介 
T3SS 是存在于许多革兰氏阴性病原细菌中的一种保守的蛋白分泌装置，在
细菌对宿主的附着和侵入过程起着关键作用[16]。许多病原菌均发现有 T3SS，如
耶尔森氏菌属（Yersinia）、沙门氏菌属（Salmonella）、埃希氏杆菌属（Escherichia）、
志贺氏杆菌属（Shigella）、假单胞菌（Pseudomonas）、黄单胞菌属（Xanthomonas）
等。其在生物进化上与鞭毛结构相关，它由 20 多种蛋白组装而成。T3SS 与脂多
糖、细菌鞭毛、细菌毒素等类似，是细菌攻击宿主细胞的一种入侵武器，其分子
结构非常精密复杂，并且其组装过程受到严格调控以确保分泌蛋白能够适时地输
出。已有研究表明 T3SS 的功能缺失或其表达下降，会极大削弱病原菌对宿主的
侵染致病能力。 
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1.3.2 T3SS的结构组成 
1.3.2.1 T3SS 的结构装置蛋白 
T3SS 是一类由多组分蛋白复合体形成的跨膜通道，负责将分泌蛋白输出到
胞外、或者将蛋白直接注入到高等宿主细胞中，从而破坏宿主细胞的结构，导致
宿主致病[17]。T3SS 结构装置是由位于基因组上的 LEE 毒力岛上的基因编码的蛋
白组装成的注射器样的针筒状结构[18]（图 1.1），此结构是由基体（basal body）、
长丝状的注射体（injectisome）及转运结构（translocon）组成[19]（图 1.2）。基体
是在细菌外膜上由多种蛋白（EscD、EscQ、EscR、EscS、EscT、EscU、EscV）
形成的多环结构。另外，EscN 是一种与内膜上的基体结构相联系的 ATPase，通
过水解 ATP 为 T3SS 蛋白输出提供所需的能量。EscC 以一种 Sec 依赖的方式经
内膜输出，在外膜上形成环状结构。研究表明，EscJ 作为一种由 24 亚基构成的
环状超级结构，在内膜与外膜上的环状结构之间起到桥梁作用。EscF 形成针筒
状结构，相关蛋白在其上组装成转运体。转运结构是由从细菌胞外伸出到宿主细
胞、由 EspA 蛋白构成的纤维状结构及位于宿主细胞膜上由 EspD、EspB 形成的
孔隙结构组成。EspA 丝状体与 EscF 针状体紧密相连，EspD 与 EspB 相互作用
形成的帽子样孔隙结构位于 EspA 丝状体的顶端。这种完美结合使得细菌产生的
效应蛋白被转运到宿主细胞中而使宿主致病[20]。SepL 与 SepD 相互作用形成“分
子开关”调控转运蛋白及效应蛋白的分泌。 
 
图 1.1 LEE毒力岛的结构模式图 
LEE 毒力岛由 5 个操纵子构成，包含 41 个基因。这些基因分别编码 T3SS 相关
的调控蛋白（Ler、GrlR/A）、结构装置蛋白（基体蛋白、注射体 EscF、转运蛋
白 EspA、EspD/B）以及效应蛋白（Tir）、伴侣蛋白（CesT）等。图片引自 Wanyin 
Deng, Samantha Gruenheid, et al. Dissecting virulence: Systematic and functional 
analyses of a pathogenicity island. PNAS, 2004. 
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Figure 1.1 Genetic organization of LEE 
The LEE consists of 5 operons and contains 41 genes. These genes encode regulatory 
proteins (Ler, GrlR/A), basal structural proteins (basal body, needle structure EscF, 
translocon EspA, EspD/B), effectors (Tir) and chaperones (CesT). The figure is derived 
from Wanyin Deng, Samantha Gruenheid, et al. Dissecting virulence: Systematic and 
functional analyses of a pathogenicity island. PNAS, 2004. 
1.3.2.2 伴侣蛋白及效应蛋白 
LEE 毒力岛含有 41 个基因，除了能够编码 T3SS 的结构蛋白外，其余基因
还能够编码 T3SS 相关的效应蛋白及伴侣蛋白。与 T3SS 相关的伴侣蛋白对于依
赖 T3SS 的分泌蛋白的有效分泌和输出是必不可少的。根据蛋白的序列同源性及
功能属性，伴侣蛋白分为 4 类，即 IA、IB、II、III [19]。至今，在 EPEC/EHEC 中
发现了 5 种 T3SS 相关的伴侣蛋白，其中，CesT 作为 IA 类的伴侣蛋白对于效应
蛋白 Tir 及 Map 的输出是必不可少的。而效应蛋白对于宿主细胞的生理功能起
着决定性的作用。已知的经 T3SS 输出的效应蛋白包括 LEE 毒力岛上基因编码
的 SepZ/EspZ、Tir、Map、EspF 等以及非 LEE 毒力岛上基因编码的 EspFu/TccP、
EspJ、EspK NleA/EspI 等。在动物中，效应蛋白的靶标包括小 GTP 结合蛋白（small 
GTP-binding protein），裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated proteikinase）、抑
制因子 κB-ɑ（IκB-ɑ）、磷酸肌醇（phosphoinositide）等。这些效应蛋白使得细
菌侵袭非吞噬细胞或者抑制吞噬细胞的吞噬作用，或者抑制炎症反应、诱导细胞
死亡等。在植物细胞中，效应蛋白会抑制宿主的防御机制，使植物发生病变[17]。 
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